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Abstract
　　　　Acetyl－L－carnitine　is　an　endogenous　L－carnitine　acetyl　derivative　that　supplies　an　acetyl　moiety　fbr　the
synthesis　of　acetylcholine　and　energy　production．　Previous　studies　have　demonstrated　that　acetyl－L－carnitine
might　be　usefu1　in　treating　memory　disorders　such　as　Alzheimer’s　dementia　and　chronic　fatigue　syndrome　（CFS）．
However，　the　physiological　role　of　acetyl－L－carnitine　and　acetyl－L－carnitine　uptake　into　neurons　and　glial　cells
has　not　yet　been　clarified．　Therefore，　we　sought　to　identify　transporters　that　mediate　the　uptake　of　acetyl－L－
carnitine　in　cultured　rat　astrocytes．　Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　was　found　to　be　a　saturable　Na’一dependent
process．　Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　into　astrocytes　was　inhibited　by　unlabeled　acetyl－L－carnitine　and
L－carnitine，　and　various　organic　cations．　Acylcarnitines（acetyl一，　butyryl一，　hexanoyl一，　octanoyl－and　palmitoyl一
レcarnitine）also　interacted　with　acetyl－L一［3H］carnitine　transport．　The　expression　of　mRNA　fbr　organic
cation／carnitine　transporters　（OCTNs）　in　astrocytes　was　investigated　by　RT－PCR．　Only　OCTN2　mRNA　was
expressed　in　astrocytes，　and　the　expression　of　OCTN　I　and　OCTN3　mRNA　could　not　be　detected．　Western
blotting　analysis　indicated　that　antiOCTN2　polyclonal　antibody　recognized　a　band　of　70　kDa　in　both　kidney
and　astrocyte　preparations．　lnhibition　of　OCTN2　expression　by　RNA　interference　significantly　inhibited
acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　into　astrocytes．　These　results　suggest　that　OCTN2　is　functionally　expressed　in　rat
astrocytes，　and　is　responsible　f（）r　acetyl－L－carnitine　uptake　in　these　cells．　These　findings　may　lead　to　a　new
therapeutic　strategy　for　treating　the　symptoms　of　memory　disorder　by　clarifying　the　physiological　role　of
acetyl－L－carnitine　in　the　central　nervous　system・
Introduction
　　L－Carnitine　（4Ai－trimethylamino－3－hydroxybutyric
acid）　is　involved　in　the　process　of　long－chain　fatty　acid
transfer　from　the　cytosol　to　the　mitochondrial　matrix
and　to　peroxisomes，　and　also　in　the－oxidation　of　fatty
acids　and　the　modulation　of　intracellular　coenzyme　A
homeostasisi）．　Short－chain　acylcarnitine，　especially
acetyl－L－carnitine，　is　synthesized　from　L－carnitine　and
acetyl－CoA　by　carnitine　acetyltransferase，　which　is　locat－
ed　on　the　inner　surface　of　the　inner　mitochondrial
membrane，　as　well　as　in　peroxisomes　and　microsomes2）．
Acetyl－L－carnitine　has　been　shown　to　exhibit
cholinotropic　and　cholinoprotective　activities　that　might
depend　on　its　ability　to　increase　acetyl－CoA　levels　in　the
brain3・‘）．　Acetyl－L－carnitine　facilitates　the　uptake　of
acetyl－C A　in o　mitochondria　during　peripheral　fatty
acid　oxid ion，　enhances　acetylcholine　and　glutamate
production，　and　stimulates　protein　and　membrane　phos－
pholip d　synthesis．　Previous　studies　have　demonstrated
that　acetyl－L－carnitine　might　be　usefu1　for　treating
Alzhe m r’s　dementia，　depression　in　the　elderly，　diabetic
neuropathies，　ischemia　and　reperfusion　of　the　brain5・6）．
Sev ral　studies　h ve　demonstrated　that　acetyl－L－carnitine
imp oves　cognitive　perforrnance
from　Alzheimer’s　dementia7miO）．
usually　be n　a　few　months　in
dosages　ac tyl－L－carnitine　varied．
in　patients　suffering
These　studies　have
length　and　the　oral
Although　the　results
Received　June　14，　2005，　Accepted　June　23，　2005
Key　words：　acetyl－L－carnitine，　OCTN2，　astrocyte，　Alzheimer’s　disease，　chronic　fatigue　syndrome
Corresponding　author：　Hiroshi　Takeda，　Ph．D．　6－1－1　Shinjuku，　Shinjuku－ku，　Tokyo　160－8402，　Japan
E－mail：　htO417＠tokyo－med．ac．jp
（1）
一　402　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　UNIVERSITYVoL　63　No．5
have　varied，　improvements　were　generally　noted　in
special　learning　tasks，　timed　tasks　of　attention，
discrimination－learning　tasks，　and　task　of　personal　rec－
ogmtlon．
　　Recently，　chronic　fatigue　syndrome　（CFS）　has　been
shown　to　be　associated　with　a　low　level　of　serum
acetyl－L－carnitine，　which　well－correlated　with　a　rating
score　for　fatigue，　and　that　a　considerable　amount　of　the
acetyl　moiety　of　serum　acetyl－L－carnitine　is　taken　up　into
the　brainii・i2）．　Kuratsune　et　al．i3）　examined　the　cere－
bral　uptake　of　acetyl－L－carnitine　by　positron　emission
tomography　（PET）　studies．　A　significant　decrease　in
acetyl－L－carnitine　uptake　was　found　in　several　regions　of
the　brain，　specifically　in　the　prefrontal　cortices　and
cingulate　convolutions．　The　administration　of　L－
carnitine，　which　is　a　precursor　of　acetyl－L－carnitine，　is
known　to　improve　the　clinical　status　of　CFS　patients’‘）．
In　the　brain，　the　acetyl　moiety　of　acetyl－L－carnitine　is
used　mainly　for　the　biosynthesis　of　L－glutamate，　L－
glutamine，　L－aspartate，　and　GABAi3）．　These　results
suggest　that　an　abnormal　distribution　of　acetyl－L－
carnitine　uptake　in　the　brain　may　be　a　biochemical
marker　of　CFS．　However，　the　protein　responsible　for
the　transport　of　acetyl－L－carnitine　in　the　brain　has　not
yet　been　identified．
　　Recently，　a　new　family　of　organic　cation　transporters，
designated　organic　cation／carnitine　transporter　（OCTN）
has　been　described15－20）．　Some　novel　members　of　this
family，　namely　OCTN　I，　OCTN2　and　OCTN3，　are　also
capable　of　transporting　organic　cations，　L－carnitine　and
acylcarnitines，　and　each　has　distinct　characteristics2i）．
Rat　OCTN　I　is　expressed　very　abundantly　in　the　intes－
tine，　liver，　and　kidney．　Lower　levels　of　expression　are
evident　in　the　brain，　thymus，　lung，　heart，　spleen，　and
skin．　lt　mediates　the　transport　of　a　wide　variety　of
organic　cations　in　a　Na’一independent　and　pH－
dependent　manner22）．　OCTN2　is　a　Na＋一dependent
carnitine　transporter　as　well　as　a　Na＋一independent
organic　cation　transporter　and　it　has　been　reported　that
OCTN2　is　expressed　not　only　in　the　heart，　kidney，　and
placenta　but　also　in　the　brain20）．　ln　the　brain，　OCTN2
コ口　abundantly　expressed　throughout　the　cerebral　cortex，
in　the　cornu　ammonis　pyramidal　neurons，　with　the
highest　levels　of　expression　in　the　granular　and　the
molecular　cell　layers．　Expression　is　also　evident　in
Purkinje　cell　bodies．　However，　OCTN2　was　not　ex－
pressed　in　cerebral　cortex　neurons23），　and　thus　it　is　not
clear　whether　it　is　present　in　glial　cells．　The　last
member　of　the　OCTN　family　to　be　identified　is　OCTN3，
and　it　was　very　recently　cloned　from　mice’7）．　lt　is
primarily　expressed　in　testis　and　weakly　expressed　in
kidney，　but　is　not　expressed　in　other　tissues，　suggesting　it
plays　a　significant　role　in　testisi7，2‘）．　Functionally，
OCTN3　meditates　carnitine　transport　in　a　Na’一
independent　manner　and　shows　a　higher　specificity　and
affinity　for　L－carnitine，　and　OCTN3　dose　not　transport
the　prototypical　organic　cation　tetraethylammonium
（TEA）．　ln　the　central　nervous　system，　the　roles　of　these
OCTNs　are　not entirely　clear，　and　the　exact　nature　and
identity　of　the　OCTNs　in　astrocytes　has　not　been
defined．
　　Therefore，　we　sought　to　identify　the　transporters　that
which　mediate　the　uptake　of　acetyl－L－carnitine　in　cul－
tured　rat　astrocytes．　We　examined　the　kinetics　of
acetyl－L－carnitine　uptake，　as　well　as　its　Na’一dependency
and　sensitivity　to　ward　organic　cations．　Furtherrnore，
we　also　exami ed　the　expression　of　OCTN　mRNA　and
pr teln ln　rat　a trocytes．
Materials　and　Methods
　　SpragueDawley　rats　from　Charles　River　（Tokyo，
Japan）　were　us d　for　astrocyte　cultures．　Tissue　culture
media　（Opti－MEM　1），　kanamycin，　media　supplements
and fetal calf　serum　were　purchased　from　Gibco　BRL
（Gaithersburg，　MD）．　Cells　were　grown　on　plastic
dishes， plates　or　flasks　（Falcon，　Becton　Dickinson，　NJ）．
Dispase　1　（neutral　protease；　grade　1）　and　DNase　1　were
ob ained　from Roche　（Mannheim，　Germany）．　L－
carnitine，　acetyl－L－carnitine，　quinine，　quinidine，　TEA
and　cimetidin 　were　obtained　from　Sigma　Chemical　Co．
（St．　Louis，　MO）．　Palmitoyl－L－carnitine，　octanoyl－L－
carnitine，　hexanoyl－L－carnitine　and　butyry1－L－carnitine
were　purchased　from　Funakoshi　Co．　（Tokyo，　Japan）．
ISOGEN　was　purchased　from　Nippon　Gene　（Tokyo，
Jap n）．　Omn script’M　Reverse　Transcriptase　and
QIAGEN Taq　were　purchased　from　QIAGEN　K．K．
（Tokyo，　Japan）．　RNase　inhibitor　and　oligo　（dT）i6
primers　were　purchased　from　Perkin－Elmer　Biosystems
（Branchburg，　NJ）．　3－QAcetyl－L一　［N－methyl－3H］　car－
nitine　hydrochloride　（specific　activity：　85　Ci／mmol）
was　obtaine 　from　American　Radiolabeled　Chemicals
Inc．（St．　Louis，　MO）．　Rabbit　anti－mouse　OCTN2　poly－
clonal　antibody and　mouse　OCTN2　control　peptide　（17－
amino acid　peptide　from　mouse　OCTN2）　were　pur－
chased　from Alpha　Diagnostic　lnternational，　lnc．　（San
Antonio，　TX）．　A　polyclonal　antibody　was　raised
against　a 17－amino　acid　peptide　sequence　mapping　to
the　cytoplasmic C－terminus　of　mouse　OCTN2，　and　this
17－amino　acid　peptide　is　88％　conserved　in　rat　OCTN2．
No　significant　sequence　homology　is　detected　with　other
organic　cation　transporters　or　OCTNs．　A　VECTAS－
TAIN　ABC－AmPTM　Western　Blotting　lmmunodetection
Kit　was purchased　from　Vector　Laboratories，　lnc．
（Burlingame， CA）．　5－Bromo－4－chloro－3－indolyl－
phosphate／nitroblue　tetrazolium　（BCIP／NBT）　phos－
phatase　substrate，　radioimmunoprecipitation　assay
（RIPA）　buffer　and　protease　inhibitor　cocktail　（AEBSF
hydrochloride，　aprotinin，　E－64，　EDTA　and　leupeptin）
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were　purchased　from　Kirkegaard　＆　Perry　Laboratories
（Gaithersburg，　MD）．　Biotinylated　sodium　dodecyl　sul－
fate　（SDS）　一polyacrylamide　gel　electrophoresis　（PAGE）
molecular　weight　standards，　molecular　ruler　100　bp
DNA，　SDS－PAGE　reagents　and　polyvinylidene
difluoride　（PVDF）　membranes　were　purchased
Nippon　Bio－Rad　Laboratories　（Tokyo，　Japan）．
other　reagents　were　of　analytical　grade．
　　Astrocyte　cultures
from
All
　　Astrocytes　were　isolated　from　neonatal　rat　cerebral
cortices　as　previously　described25）．　ln　purified　astrocyte
cultures，　＞98％　of　the　cells　were　stained　with　antibodies
（clone　G－A－5）　specific　to　glial　fibrillary　acid　protein，　an
astrocyte　marker．
　　Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　into　rat　astrocytes
　　The　growth　medium　was　removed　from　the　24　一well
culture　plates，　cells　were　washed　twice　with　uptake
buffer　consisting　of　125　mM　NaCl，　4．8　mM　KCI，　1．2　mM
CaC12，　1．2　mM　KH2PO4，　5．6　mM　glucose，　1．2　mM
MgSO4，　25　mM　HEPES　pH　7．4．　For　Na’一free　buffer，
NaCl　was　replaced　by　an　equimolar　concentration　of
N－methyl－D－glucamine　chloride．　The　test　compounds
were　added　and　incubated　for　20　min　at　370C　in
humidified　5％　CO，　and　95％　air．　This　was　followed　by
the　addition　of　acetyl－L一［3H］carnitine．　Uptake　was
terminated　after　20　min　by　removal　of　the　uptake　buffer
and　three　rapid　washes　with　ice－cold　uptake　buffer．
The　cultures　were　dissolved　in　O．1M　NaOH　and　O．1％
Triton　X－100，　and　aliquots　were　taken　for　liquid　scintil－
lation　counting．
　　RNA　extraction　and　RT－PCR
　　Astrocyte　cultures　were　washed　with　sterile　PBS　and
RNA　was　extracted　by　the　acid　guanidinium
thiocyanate－phenol－chloroform　method．　Total　RNA
（2　pt　g）　was　reverse－transcribed　into　cDNA　using　oligo
（dT）i6　primers　and　OmniscriptTM　Reverse　Transcriptase．
The　reaction　mixture　was　incubated　at　370C　for　60　min
and　then　at　930C　for　5　min，　followed　by　rapid　cooling　at
40C．　The　sequences　of　the　primers　for　OCTN　I　were
st－AGA　GGG　TTC　AGA　TGT　GGA－3’　and　5’一CAC
AAG　TCC　AGT　TTG　GTG　C－3’，　and　the　size　of　the
expected　product　was　366　bp．　The　sequences　of　the
primers　for　OCTN2　were　5’一GCT　CAC　GGA　TGG
GGC　ATG　T－3’　and　5’一GCA　GAG　CAG　CCA　CAG
TCC　A－3’，　and　the　size　of　the　expected　product　was　499
bp．　The　sequences　of　the　primers　for　OCTN3　were
si－TGG　AAC　CTG　GTG　TGT　AAC　GA－3t　and
5’一CCA　ACA　CAT　AGG　CAG　GGA　CT－3’，　and　the
size　of　the　expected　product　was　895　bp．　The　PCR
reaction　was　performed　using　a　TaKaRa　PCR　Therrnal
Cycler　MP　as　follows：2min　at　940C　followed　by　30
cycles　of　1　min　of　denaturation　at　940C，　2　min　of　annea－
ling　at　58　or　610C　and　4　min　of　primer　extension　at
720C．　This　was　followed　by　extension　at　720C　for　7
min．　The　PCR　products　were　loaded　on　a　3％NuSieve
agarose　g l　that　has　been　prestained　with　O．5　pt　g／ml
ethidium　bromide　for　electrophoresis　in　parallel　with　an
appropriat 　DNA　size　marker．
　Western　blot　analysis
　　Astrocyte 　were　extracted　on　ice　in　a　RIPA　buffer　（150
mM　NaCl，　1％　Triton　X－100，　O．1％　SDS，　O．50ro　Na　deoxy－
cholate，　50　mM　Tris）　containing　protease　inhibitors　and
centrifuged　（20，000　X　g）　for　15　min　at　40C．　The　super－
natant　was　incubated　for　5　min　at　980C　in　a　1：1　ratio
（v：v）　of　g l－loading　buffer　（20　mM　Tris，　2　mM　EDTA，
10％　6－mercaptoethanol，　2％　SDS，　20％　glycerol　and　O．2％
bromophen l　blue，　pH　6．8）．　Proteins　separated　on
7．5％　SDS－PAGE　were　transferred　to　PVDF　membranes
by　electroblotting　in　a　Transblot　SD　semi－dry　transfer
cell　in　25　mM　Tris，　192　mM　glycine，　and　20％　methanol
a 　15　V for　60　min．　After　protein　transfer，　the　mem－
brane　was　blocked　with　casein　solution　overnight　at　40C
and　incubated　with　2　pt　g／ml　rabbit　anti－OCTN2　poly－
clonal antibody　in　new　casein　solution　for　24　hr　at　40C．
The　membrane　was then　washed　three　times　in　casein
solu ion．　OCTN2　immunoreactivity　was　detected　with
the　VECTASTAIN　ABC－AmPTM　Western　Blotting　lm－
munodetection　Kit　using　biotinylated　anti－rabbit　lgG
and　the　VECTASTAIN　ABC－AmPTM　Reagent．　The
alkaline　phosphatase　reaction　was　performed　with
BCIP／NBT　subst ate．　Biotinylated　molecular　weight
standards　were　used　to　determine　the　molecular　weight
o 　immunoreactive　species．
　　OCTN2　small　interfering　RNA　（siRNA）　and　siRNA
　　transfections
　　The　s RNA　sequence　targeting　rat　OCTN2　corre－
sponded　to　the　coding　region　407－425　（5’一
AAGUAAGGAUGACUGGAAAGC－3’）　relative　to
the　start　codon．　The　siRNA　duplex　with　the　following
sense　 d　an isense　sequences　was　used：5’一
GUAAGGAUGACUGGAAAGCdTdT－3’　and　3’一
dTdTCAUUCCUACUGACCUUUCG－5i．Astrocytes were　s eded　onto　24－well　tissue　culture　plates
at　50－70％　confluency．　The　cells　were　washed　once
with　opti－MEM　1　reduced　serum　medium　and　then
transfe ted　with　siRNA　（100　nM）　using　siFECTOR　（2
pt　1／well）in　opti－MEM　I　reduced　serum　medium．　After
24　h，　an　equal　volume　of　fresh　media　containing　20％
serum　was　 dded．　Control　cells　were　treated　with　100
nM　non－specific　control　siRNA　duplex　（5i－
ACUCUAUCUGCACGCUGACUU－3’　and　3’一
UUUGAGAUAGACGUGCGACUGP－5’）　and
siFECTOR （2　pt　1／well）．　Silencing　was　examined　4
d ys　 fter　transfection　with　siRNA　duplexes．　All　of　the
siRNA　duplexes　were　synthesized　by　Dharmacon
Research，　lnc．　using　2’一ACE　protection　chemistry．
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Results
　　Time－course　and　Na＋一dependence　of　acetyl－L一［3H］
　　carnitine　uptake　by　rat　astrocytes
　　We　first　examined　the　time－course　of　acetyl－L一［3H］
carnitine　uptake　at　a　concentration　of　20　nM　in　the
presence　and　absence　of　Na＋in　cultured　rat　astrocytes
for　60　min　（Fig．　1）．　Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　in
the　presence　of　Na’　increased　in　a　time－dependent
manner；　it　was　linear　with　time　up　to　at　least　30　min．
The　uptake　of　L一［3H］carnitine　was　mostly　dependent
on　extracellular　Na＋．　Based　on　these　findings，　subse－
quent　experiments　were　performed　using　an　uptake
period　of　20　min　in　the　presence　of　Na＋．
　　Kinetics　of　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　in　rat
　　astrocytes
　　The　characteristics　of　the　kinetic　of　acetyl－L一［3H］
camitine　uptake　into　cultured　rat　astrocytes　were　deter－
mined　（Fig．2）．　Astrocyte　cultures　were　incubated　for
20　min　with　acetyl－L一［3H］carnitine　at　a　concentration　of
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Fig．2　Top：　Characteristics　of　the　kinetics　of　acetyl－L一［3H］
　　　　　　carnitine　uptake　in　rat　astrocytes．　Uptake　was　mea－
　　　　　　sured　for　20　min　at　pH　7．4　and　37eC　in　the　presence　of
　　 　　 sodium　ions．　Each　value　represents　the　mean±S．D．
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　　　　　　v locity　（acetyl－L一［3H］carnitine　uptake），　S：　substrate
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Inhibitory　effects　of　carnitine，　acetyl－L－carnitine　and　organic　cation　on　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　by　rat　astrocytes．
Astrocytes　were　pre－incubated　with　test　compounds　for　20　min．　Uptake　was　measured　for　20　min　at　pH　7．4　and　370C　in
the　presence　of　sodium　ions．　Each　value　represents　the　mean±S．D．　（n＝＝4）．
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single　straight　line　（r2＝O．9844，　p〈O．OOO　I），　suggesting
that　acetyl－L－carnitine　uptake　into　cultured　rat　astrocytes
is　mediated　by　a　single　transport　system．
　　Inhibitory　effects　of　L－carnitine，　L－acylcarnitines　and
　　organic　cations　on　acetyl－L一［3H］　carnitine　uptake　by　rat
　　astrocytes
　　We　investigated　the　inhibitory　effects　of　L－carnitine，
L－acylcarnitines　（acetyl一，　butyry1一，　hexanoyl一，　octanoyl－
and　palmitoyl－L－carnitine）　and　organic　cations　on　the
uptake　of　20　nM　acetyl－L一［3H］carnitine　into　rat
astrocytes（Fig．3）．　Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　was
inhibited　by　unlabeled　acetyl－L－carnitine　and　L－
carnitine．　Acetyl－L－carnitine　and　L－carnitine　had　simi－
1ar　potencies　for　the　inhibition　of　acetyl－L一［3H］carnitine
uptake．　Various　organic　cations　such　as　quinidine，
quinine，　cimetidine　and　the　prototypical　organic　cation
TEA　also　inhibited　acetyl－L一［3H］camitine　uptake．
Quinidine　and　quinine　were　the　most　effective　in－
hibitors．　The　organic　anion　para－aminohippuric　acid
did　not　affect　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　in　rat
astrocytes　（data　not　shown）．
　　Next，　we　examined　the　relation　between　the　acyl
length　of　acylcarnitine　and　the　inhibitory　effect　of
acylcarnitine　on　acetyl－L一［3H］camitine　uptake　in　rat
astrocytes（Fig．4）．　Analogues　of　acylcarnitine（10pt　M）
inhibited　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　in　an　acyl
length－dependent　manner（Fig．4）．　A　correlation　analy－
sis　of　the　potencies　of　acylcarnitines　for　the　inhibition　of
acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　and　the　acyl　chain　length
of　acylcarnitines　produced　a　highly　significant　correla－
tion　coeMcient　of　O．9733　（p＝O．oo　19）．
　RT－PCR　analysis　of　the　expression　of　OCTNI，　OCTN2
　　and　OCTN3　mRNA　in　rat　kidney　and　astrocytes
　　The　expression　of　mRNA　for　OCTN　I，　OCTN2　and
OCTN3　was　investigated　by　RT－PCR　in　RNA　samples
extracted　from　rat　kidney　and　cortical　astrocytes　（Fig．　5）．
The　experimental　conditions　used　for　RT一一PCR　were
validated　by　demonstrating　RT－PCR　products　of　the
expected　size　for　OCTN　I　（366　bp），　OCTN2　（499　bp）
and　OCTN3　（895　bp）　with　rat　kidney　mRNA．　Under
simi ar　conditions，　only　OCTN2　mRNA　was　expressed
in　astrocytes，　and　the　expression　of　OCTN　1　and　OCTN3
mRNA　was　not　detected．
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Fig．5　RT－PCR　analysis　of　the　expression　of　OCTN　I，　OCTN2　and　OCTN3　mRNA　in　rat　kidney　and　astrocytes．　Extracted
　　　　　total　RNA　from　rat　kidney　and　astrocytes　was　amplified　by　RT－PCR　using　rat　OCTNs－specific　primers．　PCR　products
　　　　　were　separated　by　electrophoresis　on　3％　agarose　gel　and　detected　with　ethidium　bromide．　GAPDH　（200　bp）　was　used
　　　　　as　an　internal　control．
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　　Detection　of　OCTN2　protein　in　rat　kidney　and
　　astrocytes　by　western　blot　analysis
　　Extracts　of　rat　kidney　（positive　control）　and　astrocytes
were　immunoblotted　with　anti－OCTN2　polyclonal　anti－
bodies　（Fig．6）．　Western　blotting　analysis　indicated
that　anti－OCTN2　polyclonal　antibody　recognized　a
band　of　70　kDa　in　both　preparations．　The　expression
level　of　the　OCTN2　protein　in　the　kidney　was　higher
than　that　in　astrocytes．
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Detection　of　OCTN2　protein　in　rat　kidney　and
astrocytes　by　western　blot　analysis．　Extracts　of　kidney
and　astrocytes　were　separated　on　7．590　SDS－PAGE　and
transferred　to　a　PVDF　membrane．　The　membrane　was
incubated　with　anti－mouse　OCTN2　polyclonal　antibody
followed　by　biotin－conjugated　anti－rabbit　lgG．　Bands
were　visualized　by　BCIP／NBT　reaction　products　using
the　avidin－biotin　technique．　M，　biotinylated　molecular
weight　marker．
　 Effects　of　OCTN2　siRNA　on　OCTN2　mRNA　expression
　　and　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake
We　determined　whether　OCTN2　knockdown　induces
any　changes　in　the　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　by
strocytes　（Fig．7）．　OCTN2　siRNA　was　used　to
decrease　the　expression　of　OCTN2　mRNA，　and　expres－
sion　levels　were　determined　4　days　after　siRNA　transfec－
tion　in r t astrocytes．　RT－PCR　analysis　demonstrated
that　OCTN2　decreased　the　expression　level　of　OCTN2
mRNA　compared　to　that　of　control　siRNA　（Fig．　7）．
Under　similar　conditions．　the　inhibition　of　OCTN2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
expression　by　OCTN2　siRNA　significantly　inhibited
acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　into　astrocytes　（Fig．7）．
Acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　was　not　affected　when
astrocytes　were　transfected　with　control　siRNA．
Discussion
　　Acetyl－L－camitine，　the　acetyl　derivative　of　L－carnitine，
crosses　the　blood－brain　barrier26）　and　is　widely　distribut－
ed　in　the　central　nervous　system．　Acetyl－L－carnitine
plays　a　broad　role　in　brain　metabolism．　lt　serves　as　a
source　of　acetylcholine　and　L－glutamate　and　also　con－
tributes　to　energy－producing　reactions27）．　Acetyl－L－
carnitine　has　a　variety　of　propenies　that　include　restor－
actlve　or　even　protectlve　actlons　agalnst　aglng　processes
and　neurodegeneration28）．　Several　studies　have　demon－
strated　that　acetyl－L－carnitine　is　effective　for　improving
cognitive　performance　in　patients　suffering　from　Alz－
heimer’s　dementia8－iO・29）．　ln　some　reports　at　the　be－
havioral　pharmacology　studies，　aging　rats　were　given
ace yl－L－carniti 　and　subj　ected　to　a　maze，　to　assess　their
learning　capacity．　The　learning　capacity　of　the　acetyl－
L－carnitine－treated　group　was　superior　to　that　of　the
control　 roup30）．　Thus，　these　findings　suggest　that
acetyl－L－carnitine　may　be　usefu1　as　a　neuroprotective
agent　in　neurodegenerative　diseases　such　as　Alzheimer’s
disease．　Acetyl－L－carnitine　participates　in　functions
Fig．　7
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Effects　of　siRNA　on　OCTN2　mRNA　expression　in　rat　astrocytes．　Astrocytes　were　treated　with　100　nM　of　rat　OCTN2
siRNA　using　siFECTOR　in　Opti－MEM　I　reduced　serum　medium．　Four　days　later，　total　RNA　was　extracted　from　the
cells　and　RT－PCR　was　performed　using　rat　OCTN2　and　GAPDH－specific　primers．　A　control　was　used　in　parallel　to
test　potential　nonspeci且。　effects　of　the　short　RNA　duplexes．　Effects　of　OCTN2　siRNA　on　acetyl一レ［3H］carnitine　uptake
into　astrocytes．　Astrocytes　transfected　with　l　OO　nM　OCTN2　siRNA　were　evaluated　for　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake．
Uptake　studies　were　perforrned　4　days　after　siRNA　transfection．
（6）
Sep，　2005 MAEHARA，　et　al．：　Characterization　of　acetyl－L－carnitine　transport　in　rat　astrocytes一　407　一
other　than　memory　and　learning．　Patients　with　CFS
showed　a　low　level　of　serum　acetyl－L－carnitine，　which
well－correlated　with　a　rating　score　for　fatigue，　and　a
considerable　amount　of　acetyl　moiety　of　serum　acetyl－L－
carnitine　is　taken　up　into　the　brainii，i2）．　Kuratsune　et
al．i3）　examined　the　cerebral　uptake　of　acetyl－L－carnitine
by　using　［2－i‘C］　acetyl－L－carnitine　in　PET　studies．　A
significant　decrease　was　found　in　several　regions　of　the
brain　paniculary　in　Broadmann’s　area　9，　which　plays　a
role　in　volition　and　communication．　and　Broadmann’s
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
area　24　which　plays　a　role　in　autonomic　nerve　activity
and　volition．　These　findings　suggest　that　the　levels　of
biosynthesis　of　neurotransmitters　through　acetyl－L－
carnitine　might　be　reduced　in　some　brain　regions　in
chronic　fatigue　patients．　The　uptake　mechanism
becomes　the　rate－limiting　step　for　the　use　of　acetyl－L－
carnitine　in　cells　such　as　neurons　and／or　glial　cell．
　　We　found　that　astrocytes　take　up　acetyl－L一［3H］car－
nitine　by　a　saturable　process，　which　involves　Na’一
dependent　uptake　mechanisms．　The　K．　of　acetyl－L一
［3H］　carnitine　in　astrocytes　was　37．8　pt　M，　which　suggests
the　existence　of　a　high－allinity　acetyl－L－carnitine　uptake
system　in　astrocytes．　The　kinetic　characteristics　and
Na’一dependency　of　the　acetyl－L－carnitine　transport　sys－
tem　in　astrocytes　are　very　similar　to　those　previously
reported　for　the　rat　brain　capillary　endothelial　cells
（K．＝31．3pt　M，　as　reported　by　Kido　et　al．）3i）．　This
report　suggested　that　OCTN2　is　involved　in　the　transport
of　acetyl－L－carnitine　from　the　circulating　blood　to　the
brain　across　the　blood－brain　barrier．　Thus，　we　phar－
macologically　examined　whether　acetyl－L－carnitine　up－
take　in　astrocytes　is　mediated　by　OCTNs．　We　found
that　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　into　rat　astrocytes
was　inhibited　by　unlabeled　acetyl－L－carnitine，　L－
carnitine　and　various　organic　cations　such　as　quinidine，
quinine，　cimetidine　and　TEA32）．　Previous　studies　have
reported　that　OCTN2－mediated　transport　was　also
inhibited　by　acetyl－L－carnitine，　L－camitine　and　organic
cations　such　as　quinidine，　quinine，　cimetidine　and　TEA．
Inhibitory　potencies　of　these　drugs　are　close　to　previous
reported　for　the　inhibition　of　OCTN2－mediated　trans－
port32）．　Similarly，　rat　OCTN2－mediated　transport　was
also　found　to　be　inhibited　by　cimetidine，　acetyl－L－
carnitine，　L－carnitine　and　TEA20）．　ln　addition，　the
substrate　specificity　of　acetyl－L－carnitine　transport　was
assessed　by　examining　the　inhibitory　effects　of　acylcar－
nitines　of　various　acyl　chain　lengths．　Acylcarnitines
with　a　longer　chain　length　showed　stronger　inhibitory
activity　toward　acetyl－L－carnitine　transport　in　astrocytes．
Accordingly，　a　greater　lipophilicity　of　the　acyl　moiety
may　increase　the　affinity　for　astroglial　acetyl－L－carnitine
transporter．　A　very　similar　acyl　chain　length－
dependence　ofthe　inhibitory　effect　on　OCTN2－mediated
acetyl－L－carnitine　transport　was　reported　by　Kido　et
al．3’）．　These　biochemical　and　pharmacological　data
show　that　the　astroglial　acetyl－L－carnitine　transporter
resembles　OCTN2．
　 OCTN2　is　a　sodium　ion－coupled　transporter　of　L－
carnitine，　and　it　also　transports　acetyl－L－carnitine．　L一
［3H］　carnitine　and　acetyl－L一［3H］camitine　uptake　by　rat
brain　capillary　endothelial　cells　showed　similar　substrate
selectivity，　which　suggested　that　L一［3H］carnitine　and
acetyl－L一［3H］carnitine　are　transported　via　a　common
transporter　OCTN23i・32）．　We　sought　to　confirm　the
expression of　OCTN2　in　rat　astrocytes　by　RT－PCR　and
western　blot　analysis．　Our　RT－PCR　data　show　that
OCTN2　mRNA was　expressed　in　rat　astrocytes，　while
OCTN　I and　OCTN3　mRNA　were　not　expressed．
Furthermore，　western　blotting　indicated　that　a　maj　or
band　of　70　kDa　was　recognized　in　astrocytes，　and　it　was
similar　to　a　kidney　OCTN2　band．　Thus，　OCTN2　was
obviously　expressed　in　astrocytes　by　RT－PCR　and
western　blot analysis．　Moreover，　we　investigated　the
effects　of　OCTN2　siRNA　on　OCTN2　mRNA　expression
and　acetyl－L一［3H］carnitine　uptake　in　rat　astrocytes．
The　inh bition　of　OCTN2　mRNA　expression　by　RNA
interference　s gnificantly　inhibited　acetyl－L一［3H］car－
n tine　uptake　in　rat　astrocytes．　These　findings　strongly
suggest　that　OCTN2　is　functionally　expressed　in　rat
astrocytes　and　that　it　is　responsible　for　acetyl－L－carnitine
uptake　in　these　cells．　This　is　first　report　that　OCTN2　is
funct onally　expressed　in　rat　astrocytes．
　　The　administration　of　acetyl－L－carnitine　for　central
nerve　disorders　such　as　Alzheimer’s　dementia　and　CFS
ma 　contribute　to　successfu1　disease　management．
While　the　 xact　mechanisms　of　action　of　acetyl－L－
carnitine　are　not　entirely　clear，　but　current　research
indi tes　that　they　may　involve　both　the　cholinergic
euronal　transmission　activity　of　acetyl－L－carnitine　and
its　ability　to　enhance　neuronal　metabolism　in　mitochon－
d ia．　H wever，　the　role　of　acetyl－L－carnitine　in　non－
neuronal　cells　such　as　astrocytes，　oligodendrocytes　and
m croglia is　completely　unknown．　Further　studies　are
needed　to　eluc date　the　mechanisms　that　regulate
OCTN2　expr ssion　and　translocation　by　glia．
　　We　conclude　 hat　the　organic　cation／carnitine　tran－
sport r　OCTN2　is　functionally　expressed　in　rat
astrocytes，　and　that　it　is　responsible　for　acetyl－L－carnitine
uptake　in　these　cell ．　Therefore，　the　relation　between
OCTN2　functional　expression　and　clinical　manifesta－
tions　of　neurological　disorders　will　need　to　be　examined
in　a　future　study．　The　results　could　lead　to　a　new
method of　pharmacological　treatment．
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ラットアストロサイトにおけるアセチルーL一カルニチン輸送の特徴
前　原　勝　之 稲　津正　人
松　宮輝彦
東京医科大学・薬理学講座
武　田　弘　志
【要旨】アセチルーL一千ルニチン（ALC）はし一カルニチンのアセチル誘導体で、アセチルコリンの合成とミトコンドリア
におけるエネルギー産生反応に対するアセチル基の供給源として働く内因性物質である。ALCは、アルツハイマー病や慢
性疲労症候群を改善する報告があるが、中枢神経系におけるALCの生理的役割については不明であり、神経およびダリ
ア細胞へのALC取り込み機構については、全く解明されていない。本研究では、ラット培養アストロサイトにおける
ALCの取り込み機構について検討を行った。アストロサイトへのALC取り込みは、　Na’依存性であり、単一の輸送シス
テムで構成されていた。ALC取り込みは、　ALC、　L一一ルニチン、　L一アシルカルニチン類および有機カチオン系薬物によ
り抑制された。アストロサイトにおける有機カチオン／カルニチントランスポーター（OCTNs）の発現をRT－PCRにて検
討した結果、OCTN2　mRNAが発現しており、OCTN　IおよびOCTN3　mRNAの発現は認められなかった。　Western　blot
により、腎臓およびアストロサイトに70kDaのOCTN2タンパク発現を確認した。更に、　RNA干渉法にてOCTN2
mRNA発現をノックダウンさせることにより、ALC取り込み量が有意に減少した。以上の結果より、アストロサイトに
はカルニチントランスポーターのOCTN2が機能発現しており、ALCの取り込みに関与していることが明らかとなった。
将来、中枢神経系におけるALCの生理的役割が解明されることにより、記憶障害症状を治療する上で新たな治療戦略を
提言できるものと考える。
〈Key　words＞アセチルーL一山ルニチン、　OCTN2、アストロサイト、アルツハイマー病、慢性疲労症候群
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